© BUAIDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Off enlegungsschrift 
® DE 10061334 A 1 



® Int. CI. 7 : 

A61 K 39/39 

A61 K 48/00 



® Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
© Offenlegungstag: 



100 61334.9 
4. 12.2000 
13. 6.2002 



CO 
CO 



® Anmelden 

Max-Delbruck-Centrum fur molekulare Medizin, 
13125 Berlin, DE 

© Vertreter: 

Baurnbach, R, Dr.rer.nat Pat.-lng., Pat.-Ass., 13125 
Berlin 



Erfinden 

Bader, Michael, Dr., 13125 Berlin, DE; Binas, Bert, 
Dr., College Station, Tex., US; Chai, Giuxuan, Dr., 
New Haven, Conn., US; Fandrich, Fred, Dr.med. r 
24105 Kiel, DE; Ganten, Detlev, Prof. Dr.med., 16341 
Schwa nebeck, DE; Lin, Xiongbin, Dr.med., 24103 
Kiel, DE 



CO 
CO 
«— 

to 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmotder etngereichten Unteriagen antnomman 

® Verwendung von aus embryonalen Starnmzellen hergeleiteten Zellen zur Erhohung der 

Transplantationstoleranz und zur Wiederherstellung zerstorten Gewebes 
® Die Erfindung betrifTt die Verwendung von Zellen aus 
Zellllnlen, die aus frOhen Embryonalstadien abgeleftet 
warden, zur spenderspezifischen Erhohung der Trans- 
plantationstoleranz und zur Wiederherstellung zerstorten 
Gewebes. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Medtzfn und die pharmazeutfsche Industrie. 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, efne spender- 
spezrfische Immuntoleranz zu erzeugen, um efne Absto- 
Bung destransplarttlerten Gewebes durch elne Immun re- 
action zu verhindem und so die Verabreichung von Im- 
mun suppressive elnschranken zu konnen. 
Fur die Erzeugung einer spenderspezifischen Immuntole- 
ranz warden embryonalen Starnmzellen ahnllche ZelHInl- 
en (embryonic stem cell like ceil lines, ECt) aus Blastozy- 
sten gewonnen und mlt genetischem Material des Spen- 
ders, das fur die MHC-Haplatypen kodiert, transfizfert Die 
so erzeugten Zellen werden dem Empfanger schlieGlfch 
vor der Transplantation zur Erzeugung der Immuntole- 
ranz gegen das zu transplantierende G ewe be hzw. zur Er- 
neuerung be re its geschadigten Gewebes verabreicht 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung von Zellen 
aus Telilinien, die aiis fruhen Ernbryonalstadien abgeleitet 
werden, zur speaderspezifi schen Eihohuog der T bmsplant a- 
tionstoleranz und zur Wierierherstelliing zerstorten Gewe- 
bes. 

[0002] Anwendungsgebiete der Erfindurig and die Medi- 
zin und die phamiazeutische Industrie. 

Stand der Technik 



[0003] In der Transplantation stnedi ri n hat die Entwick- 
lnng zLmehmeod starker Immunasuppressiva wie Prednison, 
Cyclosporin, Tacrolimus, M^cophenolatmefetil und And- 
lyn^hozyt-Antikdrper die Ubedebensdauer der Patienten 
und die Vbrweildauer der Transplantate urn durchschmttlich 
ein Jahr erbdht Die routinemafiige Anwendung dieser Me- 
dikamente hat die Idinische Transplantation zu einer Stan- 
danibehandlnng gernacht, die fur die nicisten nkhtrnaligncn 
terrainalen Erkrankungcii des Herzens, der Nieren und der 
Leber gewahll wird, 

[0004] Eine Verbesserung der fruhen Uberiebensdauer der 
Transplantatc wurde jedoch nicht ohne eine beachtliche in- 
fektiose Morbiditat und mchtirnmune Nebeneffekte (Gaber 
et at, Transplantation 66: 29-37, 1998) erreicht, Dariiber 
hinaus konnte eine bessere firuhe Uberteberisdauer nicht in 
eine bessere langfristige Oberiebensdauer des Transplanta- 
tes uberfuhrt werden, da die chronische AbstoBung weiter- 
trin die Transplantate nach dem ersten Jahr in einer Haufig- 
keit, die sich in den letzten 20 Jahren im wesentlichen nicht 
verandert hat (Cecka and Terasaki, Clinical Transplants 
1997, Los Angeles, UCLA Tissue Typing Laboratory, 
1998), runktionsunfahig gernacht hat AuBerdem zeigten 
sich bed langerem Yerfoigen des ldinischen Yeriaurs von 
Transplantadoncn (Pirsch and Friedman, J, Gen. Intern. 
Med. 9: 29—37, 1994) zunehrnend eine spate Morbiditat und 
MortalitMt aiifgrund der weiteren Notwendigkeii einer nicht- 
spezifischen Immunsuppression. 

[0005] Der Begriff der Immuntoleranz (nachfolgend als 
Toleranz bezeichnet), der allgeniein mit dem Ausbleiben ei- 
ner Immunrealdion nach Verabieichung oder Autnahme ei- 
nes bestiinmten Antigens (AG) beschrieben werden kann, 
besitzt in der Transplantadonsmedizin eine zentrale Rolle. 
Vdm Standpunkt des Transplantadonsiinmunologen kann 
die Toleranz als anhaltendePersistenz eines Gewebes in Ab- 
wesenheit einer schadlichen Immunreakdon definiert wer- 
den, die ohne andauernden tberapeudschen Eingriff erreicht 
werden kann. In diesem Ziisamrneohang ist es wichtig fest- 
zustelleru daB die Toleranz keine angeborene Eigenschaft ei- 
nes mdividuums ist, sondem erworben wird (Owen, Science 
102; 400-401, 1945; Billingham et al., Nature 172: 
603-606, 1953). Es ist weiterhin bekannt, daB sich der tole- 
rente ^is land, der bei der Geburt besteht, standig verandert 
und zwar vor allem dann, wenn der KQrper im Laufe des Le- 
bens mit neuen Andgenen kontrontiert wird. Das Irnmunsy- 
stem muB z. B. in der Lage sein, bcstirrmite "rremde" Anti- 
gene, wie wahrend der Pubertal und Schwangerschaft frei- 
gesetzte physiologische Hormone, zu tolerieren (Fowlkes 
and Ramsdell, Cum Opin. Immunol. 5: 873-879, 1993). 
Auch dieThtsache, daB sich rotates Leben entwickeln und in 
einem an major histocompatibility complex (MRQ nichtan- 
gepaBten Wirt ubedeben kann, ist ein weiteres Beispiel fiir 
die Fahigkeit der Natur, nicht nur zwischen rremd und nicht 
tremd, sondem auch zwischen gerahrlich und ungefahrlich 
unterscheiden zu konnen (Vacchio and Jiang, Crit, Rev. Im- 
munol. 19: 461-480, 1999). 

[0006] Bei einer allogenen hamatopoedschen Starnmzel- 



lenrransplantadan (CD34 4 ) wird eine eriblgreiche TVans- 
plantadon in an MHC nichtangepaBten Wirten nur dann er- 
reicht, wenn der Empfanger sublethal myeloablatiert oder 
bcstrahlt wird 

5 

Nachteile der bisherigen Organ- bzw. Gewebetransplanla- 
tionen 

[0007] Um eine AbstoBung des TVansplantats durch eine 
10 lrnmmireaktion zu verhindern, werden gegenwartig starke 
Ihxmunsuppressiva verabreicht, die jedoch wiedcrum eine 
gesteigerte Lifektanfaltigkeil hervorruten. So kdnnen ubi- 
quitare Keirne, die bei einem normal fimktionierenden Im- 
inunsyxtem keinedei Gefahr darstellea, in einem irnmun- 
15 suppressiven Zustand schwerwiegende Erkrarikungen her- 
vorrufen. Bei einer BlutstarrmizeUentransplantadon 
(CD34 + ) wird zum Beispiel eine erfolgreiche Transplanta- 
tion in einen an MHC nichtangepassten Empfanger nur dann 
erreicht, wenn das Knochaimark des Ernpfangers vorher 
20 entrernt bzw. dutch Bestrahlung mit Rfintgenstrahlen zer- 
stort wurde. 



Aufgabenstellung 

2S [0008] Der Ertlndung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
spenderspezrfische Immuntoleranz zu erzeugen, um eine 
AbstoBung des transplanderten Gewebes durch eine Im- 
munreakdon zu verhindern und so die \ferabreichung von 
Tmmnnsuppressiva einschranken zu konnen. 

30 

Beschreibung der Edindung 

[0009] Die Erfindung wird gemSB Anspruch 1 realisiert, 
die Unteranspruche sind \fcazugsvarianten. 
35 [0010] Fur die Erzeugung einer spenderspezifischen Im- 
muntoleranz werden embryonalen Stamrnzellen ahnliche 
Zelllimen (embryonic stem cell like cell lines, ECL) aus 
Blastozysten gewormen und mit genetischem Material des 
Spenders, das fur die MHC-Haplotypen kodiert, transfizierL 
40 Die so erzeugten Zellen werdoi dem Ernpfanger schlicBlich 
vcr der Transplantation zur Erzeugung der Immuntoleranz 
gegen das zu transplanderende Gewebe bzw. zur Emeue- 
rung bereits gescMdigten Gewebes verabreicht 
[0011] Der Einsatz der Zellen aus den ECLs als "Tbleranz- 
45 vektoren" wird durch einen Mangel an MHC-Antigen-Ex- 
pression und die darnit verbundene immunogene Inakti vital 
der ECL erofiheL Durch Untersuchungen wurde festgestellt, 
daB Zellen von ECLs transplandert werden konnen und 
langrristig ubedeben, wobei sie harnatopoetische Zellen un- 
50 terschiedlicher Abstammung erzeugen. Daruber hinaus ha- 
ben diese aus ECL abgeidteten hamaIopc>etischen Zellen ei- 
nen standigen gemischten Chimarismus erzeugt (harnato- 
poetische Zellen des Spenders und des Ernpfangers existie- 
ren nebeneinander im gleichen "Wrt) und schaffen somit die 
55 Basis fiir eine langfristige Alk>-Transplantatakzeptanz. 
Dernzufolge konnen sie entweder als ideates Mittel fur die 
Tbleranzerzeugung eingesetzt werden oder altemadv in ei- 
ner Situation Anwendung finden, in der die parenchymatose 
Verletzung ernes bestirnmten Organs zu beheben ist 
60 [0012] Die Errmdung wird nachfolgend naher eriautert 
[0013] Fur die ECL-Isolation wurden drei Rattenrassen 
gewahlt, Wistar Kyoto (WKY), Sprague Dawley (SD) und 
ACL 

[0014] Aus diesen gewonnene Blastozysten wurden auf 
65 durch Mitomyzin inakti vierte Embryofibroblasten von Mau- 
sen (MEP) oder Ratten (REF) als Versorger gepnanzL Die 
MEF erwiesen sich als besser und beide, MEF und REF, wa- 
ren eindeutig Gelatine uberlegen. Wenn sich Auswiichse der 
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inneren Zellmasse (ICM) nach dem Anwachsen der Blasto- 
zysten an die Vcrscagerschicht bildeten, konnten sie ge- 
wohnlich ieicht in Gruppen von ES-armEchen Zellklinnpen 
(PrnnSridumpen) etwa 10 Tage lang erweitert werden (Pri- 
marwachstum). Danach diferenzieitEn sich die ZeUen weit- 
gehend in eia Gemisch yerscruedener Zellrypen und wurden 
bald von run den, locker angebundenen, endodermaitigcn 
Zelien uberwachsen. Nur ein kleiner Teil der Zelien aus den 
P rirnar klumpen iibertebte und wurde zu einer Zelllinie er- 
weilert, 

[0015] WKY-Blastozysten wuchsen sehr schnell an, zeig- 
ten ein starkes Priniarwachstum und mehr als 10% der Em- 
bryos erziellen stanmgeZelllinien (Tabelle 1). SD-Blastazy- 
sten wuchsen Grit etwas Vbrzogcrung an, eradten eine mo- 
derate Anzahl von Primarkhrmpen und die Effekti vital der 
Zellunienerzeugung war gering. ACI-Blastozysten branch- 
ten die Langste Zeat fur das Anwachsen, erzeugten eine sehr 
kleine Zahl von Primarklinnpen und keane TfJIlim^ konnte 
von dicser Rasse erzeugt werderu Diese Ergebnisse lassen 
vermuten, daB die Ckschwindigkcit, rrrit der sich die Blasto- 
zysten an die Versoigerzcllsch i cht binden, und die Anzahl 
der Primarkiumpen wahrend des groBten Ptimarwachsuuns 
positiv mit der Effektivitat der ECL-Ableitung verbunden 
(Tabelle 1) sind Es ist interessant, daB bei den Hybridbla- 
stozysten der WKY-Genotyp die Ad bei der Herstellung 
der ECLs schlagt, jedoch rrlcht den SD-Genotyp (Tabelle 1). 
[0016] Der Einsatz der Zelien aus den ZeUlinien, die aus 
den embryonalen Stammzellen erzeugt wurden, als "lole- 
ranzvektaren" zur Herbeifuhrung einer spenderspeziiiscben 
Ttn immt oleranz bedingt weilerhin die Expression der spen- 
dcrspezinschen MHC-Antigene. Diese Eigenschaft wird er- 
findnngsgemaB dadurch errdcht, daB Zelien der ECLs nrit 
den Genen des Spenders, die fur die MHC-Antigene codio 
rea, transnziert werden Dies kann durch (i) Fusion der BCL 
mit einer gegebenen somatischen Zelle oder Zelllinie erfol- 
gen, die die MHC-Gene, die von Interesse sind, aufweist, 
durch (ii) TVansfektion der ECL nrit einem gegebenen 
MHC-kodierenden Plasmid, dutch (iii) Schafrung transge- 
ner Ratten nut einem MHC-kodierenden Plasmid und die 
Erstellung von ECL von dieserRasse oder durch (iv) Peprid- 
Beladung der ECL nrit MHC-AUopeptiden der Klasse I, die 
fur die hochpolyrnorphe a^- Helix eines spezifischen MHC- 
Antigens der Klasse I kodieren. Fur die Verabreichung der 
transfizierten Zelien stehen verschiedene Varianten, z. B. 
fiber die Portal vene, durch mtraperitoneale, subkutane oder 
intra venose Injeklion, zur Vferfugung. 
[0017] In der klinischen Praxis der Qrgantransplantation 
wird dadurch die Moglichkeit geschaffen, die Alloreaktion 
der Ernpfanger durch die Verabreichung von ECLs, die die 
spenderspezuischen MHC-Antigene exprirrrieren, zu modi- 
fizieren- Eine exakte Phanotypisierung und morphologische 
Cfrarakteristerung der von BCL abgelciteten Abkonirrilinge 
ermoglicht, ahnliche Zelien nrit S tam m re .1 1 PJ i my Arm n 1 «n i m 
erwachsenen 'Wirt zu suchen. Dies ermoglicht, zu einem 

besssren ^feratandnis HarTOagfigatfit Apt any einem CTWachse- 

nen Gewebe hergeleiteten Stammzellen zu komrnen, die, al- 
temativ zu den ECL, die ECL-Eigenschaften teilcn und in 
ahnlicher Farm verwendet werden lennnm, 

Ausfuhrungsbeispiele 

1. Isolation und Kuldvierung der Ratten-ECL 

[0018] Mausemhryonbroblasten (MEF) oder Rattenem- 
bryofibroblasten (REF) werden aus 13-14-Tagc schwange- 
ren TSeren bereitet, die mitotisch inakriviert wurden durch 
3-5 Behandlungen nrit Mitonryzin C (10 ug/ml) 2 oder 1 
Stnnden lang, gewaschen nrit Phosphat gepufferter Salzlo- 



sung (PBS) und in Nunc 4-Muidenschalen (well-dishes) ge- 
pfianzt. Die Blastozysten werden mit PBS/20% PCS (folates 
Kalberserum) oder einem Kuliurmedium aus dem Uterus 
von 4,5 Tage schwangeren Ratten gespult, auf inaktivierte 
5 Embryofihroblasten gepflanzt und 3-4 Tage in DMEM/15% 
FCS/2^00p/ml IIP ("Leukemia inhibiting factor", ES- 
GRO, Life Technologies) nrit Zusatzen (Iarmaccone et aL, 
Dev. BioL 1994; 163: 288-292) in einem Medium von 6% 
CQ/Luft unbehandelt belassen. In dieser Zeit entwickeln 

10 sich die Blastozysten und binden sich an den Versorger, und 
die ICM beginnt zu wachsen, wobci die Kflraenz vom gene- 
tischen Hmtergrund abhangt Auswuchse nrit einer ES-zel- 
lenartigen Erscheinung werden aufgenommen und in meh- 
rere Khrm pen zerbrocben durch Ansaugen in gezogene 

L5 Glaskapillaren mit einem etwas geringeren Durchmesser als 
die Auswuchse und auf frische Versorgerplatten aufge- 
bracht. Das Aufnehmen und Zerbrechen erfblgt entweder 
taglich oder jeden zweiten lag. Zerfallene Kolnirieo werden 
rcibenweise zuruckgesetzt, bis man eine kleine Zahl saube- 

20 rer, stabil wat^isender ES-artiger Klumpen erhalL Die Popu- 
lation der Klumpen wird dann auf mehrere Dutzend erwei- 
tert, in 35-mm-Schalen aufbewahrt und leicht trypsiniert in 
ein Genrisch einzelner Zelien und kleiner Aggregate. Die 
hergestelltcn R atten-ES -Zelien wurden jeden oder jeden 

25 zweiten Tag durch Trypsinierung (0,05% Trypsin, 0,02% 
EDTA-4Na, 1% Huhnerserum, in Ca^Mg-treierPBS) passa- 
giert Die Artenidentitat der sich ergebenden Zelllinien wird 
durch PCR, unter Anwendung von Remn-Gen-Primern 
(Brenin et aL, Transplant Proc. 1997; 29: 1761-1765), ge- 

30 pruft, urn eine Verunreinigung durch Maus-ES -Zelien aus- 
zuschlieBen. 

2. Iritraportale Injeklion von WKY abgelciteten ECL in alio- 
gene Wirtsrattea 

35 

[0019] Eine erste Reihe von Experimenten untersuchte 
das Schicksal einer einmalig jgn mtraportalen Injektion von 
1,0 X 10 6 van WKY abgelrateten ECL in allogene 
DA(RT1 . l )- VVutsratten, die keinerlei irnmunsuppressive 

40 oder myeloablative Behandlung erhalten haben. Die Unter- 
suchungen zeigen, daB diese Zelien langfiastig (> 150 Tage) 
in DA-Wu3sratten uberleben konnen. Dabei wurde heraus- 
gefunden, daB die ECL und ihre Abkormnlinge einen Zu- 
stand eines standig gemischten Chimarismus (Hamalopoeti- 

AS sche Zelien des Spenders und des Ernpfangers bestehen ne- 
berieinander im gleichen Wirt) erzeugen konnen. Weiterhin 
wurde herausgefunden, daB sich diese Zelien in harnatopoe- 
tische Zelien differenzieren, die MHC-Antigene der Klasse 
II (Ox- 3) und B- ZHllR naK^tgrmriiiTigRmarlrt»r (Ox-45) expri- 

» mieren. Der monoklonale Antikorper (mAb) Ox-3 ist ein 
spezifecher Antikorper ernes (WKY>MHC-Spenders der 
Klasse E, der sich an MHC-Epitope der Klasse II bindet, die 
an WKY exporniert werden, jedoch rricht an positive DA 
MHC-Zellen der Klasse IL Eine fKefizytometrische Bestim- 

55 mung von doppelt getarbten Leukozyten (WBQ ergab, daB 
3 bis 5% der WBC, die DA-Ratten entoommen wurden (100 
Tage nach der ECL-InjekrionX Qx-3 + -Zellen exraimierten, 
wobei 15-20% der MiMymphazytenpopularion Ox-3* ent- 
hielten. Diese Ergebnisse weisen die Tatsache nach, daB 

so ECL harnatopoetische Zelien erzeugen konnerL Dement- 
sprechend wurden Ox-3 + -ZeIlen histomorphologisch 
(10-15%) im mterstifiellen Raum der Ernpfanger-(DA- 
)Herzen nachgewiesen, die selektiv 100 Tage nach einer ein- 
maligen mtraportalen Injektion von 1,0 X 10* von WKY ab- 

65 geleiteten ECL zerstort wurden (siehe Abb. 1). 

[0020] Der stabile chimarische Zustand dieser Here 
schafxt die Grundlage fur die Untersuchung des Scfricksals 
der WKY-HerzaUc<ransplantats, die in DA-Ratten trans- 
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plantiert wurden, sieben Tage nach der intraportalen ECL- 
Injektion. Kaplan Meier Diagramme zeigen, daB die Ybrbe- 
handlung der DA-RaUen mit 1,0 x 10 6 ECL intraportal und 
die Herztransplantalicm (HTx) sieben Tage spater zu einer 
langtristigen (> 150 Tage) ab stoBungsfreien AUotransplnn- 5 
tatakzeptanz fuhrten, wanrend ruchtbehandelie DA-Ratten 
die WKY-Aliografts akut absdeSen (siehe Abb. 2). Gleich- 
zeitig wurden die Herzallolransplantate von CAP-Ratten 
van mit WKY-ECL injizierten DA-Ratten innerhalb von 
12,4 ± 1,4 Tagen abgestoBen, was die Tm rnnnkotnpetenz 10 
dieser Ratten bcweist. 

3. Ko-Kulnvienmg von ECL mit somalischen Zelllinien 

[0021] In primaren in vitro Untersucbungen wurde nach- 15 
gcwiesen, dass die zuvor beschriebenen ECL-Zellen dutch 
Ko-Kultiviemng mit somatischen Zellen neuronalen oder 
entodexmalen Ursprungs, eine Diflerenzierung in Astrozy- 
ten rcspektive Kardiomyozyten und Hepatozyten anneh- 
men. Damit eignen sich die beschriebenen embryonalen 20 
Zelllinien auch zur Behandlung Qigan-spezdfischer Erkran- 
kungen des Zentralnervensystems (z. B. als dopaminerge 
Zellen zur Behandlung des M. Parkinson, als Hepatozyten 
zur Behandlung der Leberzirrhose oder als Kardiomyozyten 
zur Behandlung frischer Heranrarkte). Die nunmehr anste- 25 
hende Isolierung der fur diese spezhiscben Dirrerenzie- 
rungsformen notwendigen SignaLproteine ist von grofier kli- 
nischer Bedeutung, da sie ein problemloses Progranurdercn 
der ECLs zur gewunschten ZeUpopulatioa ermoglichen 
konnts. Das gel besteht daher in der exakten Sequenzierung 30 
dieser Funktionsproteine, urn deren rekombinante Herstel- 
lung zu ermoglichen. Die groBe Sequenzhornologie zwi- 
schen Ratten- und Menschprotein wurde dartiber hinaus 
auch Aurschhlsse zur analogen Herstellung menschlicher 
Funktionsproteine geben. Die darnit verbundenen therapeu- as 
tischen Anwendungsmoglichkeiten umfassen sowohl den 
voran beschriebenen Binsatz der ECL abgeleiteten somati- 
schen Zelllinien als auch der daraus abgeleiteten Funktions- 
proteine far den zukunftigen klinischen Einsatz auf alien In- 
dikationsebenen des Tissue-Engineering zum Organersatz, 40 
fur Gentherapie und zur Behandlung metabolise her Erkran- 
kungen im Bercich des ZNS, der Leber und des Hexzens. 

Patentansnruche 

45 

1. Verfahren zur Erzeugung einer spenderspezifischen 
Inimuntoleranz gegen transplantierte Gewebe, da- 
durch gekennzeiclmct, daB dem Empfanger vor der 
Transplantation Zellen verabreicht werden, die von fru- 
hen Embryonalstadien, z. B. Blastozysten, abgeleitet SO 
wurden ("embryonal stem cell like cell lines", ECL). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die verabreichten Zellen mitMHC-Genen und/ 
oder Reportergeneo transnziert wurden. 

3. Verfahren nach Anspruch % dadurch gekennzeich- 55 
net, daB die Zellen mit den spenderspezifischen MHC- 
Genen transnziert wurden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Trans fektion durch eine Fusion der ECL 
mit einer somatischen Zelle oder Zelllinie erf olgt, die 60 
die spenderspezifischen MHC-Gene aufweisen. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich - 
net, daB die Transfektion mit einem bestinomten MHC- 
kodierenden Plasmid erf olgL 

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 65 
net, daB die Transfektion durch Schafrung transgener 
mchtmenschlicher Saugetiere mit einem MHC-kodie- 
renden Plasmid und die Herstellung von ECL von die- 



sen transgenen Tleren erf olgt 

7. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Transfektion durch Peptid-Beladung der 
ECL mit MHC-Allopeptiden der Klasse I, die fur die 
hochpolymorphe ai-Helix eines spezinschen MHC- 
Antigens der Klasse I kodieren, erfolgt 

8. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die verahreichten Zellen mit einem LacZ-Plas- 
mid transnziert wurden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8, dadurch 
gckennzeichnet, daB Zellen von humanen Zelllinien 
dngesetzt werden. 

10. \erfahren nach einem der Anspruche 1—9, dadurch 
gckennzeichnet, daB die Zellen 3-7 Tage vor der Trans- 
plantation zugefuhrt werden. 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-10, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Zellen intravenous zuge- 
fuhrt werden. 

12. verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Zellen mtraportal zugefuhrt werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-10, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Zellen subkutan zuge- 
funrt werden. 

14. Verrahren nach einem der Anspriiche 1-10, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Zellen intraperitoneal 
zugefuhrt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die ECL Zellinie als Ausgangszelle zur Diffe- 
renzierung in neuronale Zellen mit spezifischer Trans- 
mitterfunktion (z, B. Dopanrin) program rrriert wird, 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die ECL Zellinie als Ausgangszelle zur Diffe- 
renzierung in Hepatozyten zur Unterstutzung der leber- 
spezifischen Metabolism en programmiert wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die ECL Zellinie als Ausgangszelle zur Difie- 
renzierung in Kardiomyozyten zur Regeneration der 
Herzmuskelfunktion programmiert wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die infolge der Ko-Kuluvierung gefundenen 
SignaLproteine mit spezdfischem DifTerenzierungspo- 
tential fur neuronale Zellen (doparrrm-prxxluzierende 
Zellen), Hepatozyten und Kardiomyozyten als rekom- 
binante Proteine hergesteUt werden. 
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Oberlebenskurven (nach Kaplan-Meier) 
nach heterotoper Herztransplantation im Rattenmodell 



n=6 animals 




time (days after transplantation) 



Die heterotope Herztransplantatiori wuide in folgenden Rattenstammkombinatiorien fur 
folgende Versuchsanordnungen durchgefthrt: (■) WKY DA, unbehandelt; (•) CAP-»DA, 
vorbehandelt mit IxlO 6 WKY-StammzeHen am Tag -7 vor Herztransplantation von CAP- 
Herzen (Drittstammkontrolle); (a) WKY->DA, vorbehandelt mit IxlO 6 WKY-StammzeHen 
am Tag -7 vor Herztransplantation von WKY-Herzen; (o)WKY-+DA, vorbehandelt mit 
IxlO 7 WKY-Stammzellen am Tag -7 vor Herztransplantation von WKY-Herzen; (A) 
WKY--* WKY, unbehandelt, syngene KonlroUgnippe 
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